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!基础研究 !

三七总皂苷对肺癌
K;6$

细胞

上皮间质转化的抑制作用

阮越勇#

%张浩军!

%疏欣杨#

"

%

%李得民%

%刘%剑%

%王蓓蕾#

%王泽宇#

%韩春生%

%张纾难#

"

%

摘要%目的%观察三七总皂苷#

L5M

$对体外经转化生长因子#

!

#

#

)NO

#

!

#

$诱导肺腺癌
K;6$

细胞后发

生上皮细胞间质化#

=+)

$的作用% 方法%首先进行
L5M +))

实验"然后再进行
L5M

干预
=+)

实验"将

K;6$

细胞随机分为
;

组&空白组加入
O

#

#!

培养基"模型组及低'中'高浓度中药组分别加入
#" -AI>P

)NO

#

!

#

和
8!

!

;

'

#!;

'

!;" "AI>P L5M

"继续培养
<! D

% 采用光学显微镜观察各组细胞的形态变化"采用实

时荧光定量
L&Q

'

*9CR9/- S32R

及免疫荧光技术检测纤维连接蛋白#

O5

$'波形蛋白#

1?>

$'

=

#钙黏素#

=

#

&,T

$

>Q5K

及蛋白表达水平% 结果%

%#

!

!;

&

;"" "AI>P L5M

对
K;6$

细胞无明显增殖作用% 与空白组

比较"模型组
O5 >Q5K

及蛋白表达升高#

L U "

!

"#

"

L U "

!

";

$"

1?>

蛋白表达升高#

L U "

!

";

$"

=

#

&,T

>Q5K

及蛋白表达降低#

L U"

!

";

$% 与模型组比较"高浓度中药组
O5 >Q5K

表达降低#

L U "

!

";

$"

=

#

&,T

及蛋白
>Q5K

表达升高#

L U"

!

"#

"

L U"

!

";

$(低浓度'高浓度中药组
O5

蛋白表达降低#

L U"

!

";

$"

低'中浓度中药组
1?>

蛋白表达降低#

L U"

!

";

$% 结论%

L5M

体外干预可提高
=+)

过程中上皮标志物
=

#

&,T

并抑制间质标志物
O5

'

1?>

的表达"高浓度时结果更为显著"对
=+)

过程有一定的干预作用%

关键词%三七总皂苷(

K;6$

细胞( 上皮间质转化
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2W F933C ?- 9,FD A/2.X _9/9 2VC9/^9T V0 2XR?F,3 >?F/2CF2X0

"

,-T RD9 9@X/9CC?2- 39^93C 2W W?V/2-9FR?-
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O5 X/2R9?- 9@X/9CC?2-

T9F/9,C9T ?- RD9 A/2.X _?RD 32_ F2-F9-R/,R?2- ,-T D?AD F2-F9-R/,R?2- 2W )&+
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#
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RD9 =+) X/2F9CC ?- ^?R/2

"
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"

,-T RD9/9V0 L5M

CD2_?-A F9/R,?- ?-R9/^9-R?2- 9WW9FR 2- RD9 =+) X/2F9CC _,C F2-F3.T9T4
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&

K;6$ F933C

&
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#

>9C9-FD0>,3 R/,-C?R?2-

%%肺纤维化是许多肺间质性疾病的最终病理表现"

随着对疾病认识和诊断技术的提高"发病率有上升趋

势' 肺纤维化的特征为肺部成纤维细胞的聚集(大量

胶原蛋白沉积以及基质重塑' 至今肺纤维化的发病机

制还不很清楚)

#

"

!

*

' 近些年来肺泡上皮细胞间质化

$

9X?RD93?,3

#

>9C9-FD0>,3 R/,-C?R?2-

"

=+)

%被认为

可能是肺纤维化病灶中肺部肌成纤维细胞激活聚集的

机制之一"与肺纤维化关系密切而颇受重视)

%

"

6

*

'

三七为中医治疗肺纤维化时常用的活血化瘀类药

物)

;

*

"其中有效成分是三七总皂苷$

L,-,@ -2R2A?-

#

C9-A C,X2-?-C

"

L5M

%"既往有研究发现
L5M

对实验

性的肺纤维化和肝纤维化有一定的抑制作用"能明显

抑制博莱霉素诱导的大鼠纤维化肺组织中结缔组织生

长因子的表达"可能影响肺纤维化的
=+)

病理过

程)

8

*

' 因此"本研究以人
K;6$

肺泡上皮细胞为研究

对象"观察
L5M

对
=+)

的影响"进一步研究
L5M

抑

制肺纤维化的作用特点和途径'

材料与方法

#

%细胞系及细胞培养%

K;6$

细胞株购于国家实验

细胞资源共享平台"资源编号
%###&"""#&&&"""""!

'

用
O

#

#!

培养基$含有
#"" (YI>P

青霉素"

#"" >AIP

链霉素和
#"c

胎牛血清% 于
%<

'"

;c&H

!

培养箱常

规培养
K;6$

细胞"细胞汇合达到
:"c

之后"用

"

!

!;c

胰蛋白酶消化"传代或进行有关实验'

!

%药物及主要试剂(仪器%注射用血塞通$成分

为
L5M

%"

!"" >A

"购自哈尔滨珍宝制药有限公司"批

号#

O8"%"%#,6

'

O#!

培养基$美国
\0&32-9

公司%"

货号#

M\%""!8

!

"#

&胎牛血清$美国
N?VF2

公司%"货

号#

#""$$

$

#6#

&胰酶$美国
\0&32-9

公司%"货号#

M\%""6!

!

"#

&

G+MH

$美国
K>/9CF2

公司%"货号#

"!%#

&

+))

$美国
M?A>,

公司%"货号#

+!#!:

#

#N

&转

化生长因子#

!

#

$

D.>,- R/,-CW2/>?-A A/2_RD W,F

#

R2/

#

!

#

"

)NO

#

!

#

"美国
L9X/2)9FD

公司%"批号
#""

$

!#

$

!

&

=

#钙黏素 $

=

#

&,TD9/?-

"

=

#

&,T

%抗体 $美国

L/2R9?-R9FD

公司%"批号
!":<6

#

#

#

KL

&纤维连接蛋白

$

O?V/2-9FR?-

"

O5

% 抗体$美国
L/2R9?-R9FD

公司%"批

号
#;8#%

#

#

#

KL

&波形蛋白$

1?>9-R?-

"

1?>

% 抗体$美

国
L/2R9?-R9FD

公司%"批号
#"%88

#

#

#

KL

&山羊抗兔

(AN

二抗绿色$美国
KVV`?-9

公司%"货号
K!%!!"

&

山羊抗兔
(AN

二抗红色$美国
KVV`?-9

公司%"货号

K!%8!"

&逆转录酶试剂盒 $美国
)D9/>2 MF?9-R?W

#

?F

%"批号
""#!<!!6

'

&H

!

培养箱$美国
)D9/>2 MF?

#

9-R?W?F

% &酶标仪$美国
)D9/>2 MF?9-R?W?F

% &倒置显

微镜带荧光系统$日本
H30>X.C (]<#

%&

<;"" Q9,3

#

R?>9 L&Q

仪 $美国
)D9/>2 MF?9-R?W?F

%&

),-2-

6;""

发光检测仪$上海天能科技有限公司%'

%

%模型制备(分组及干预方法%取
8

孔培养板"每

孔加入
!

!

; >P

的
:

(

#"

6细胞"饥饿
#! D

' 将体外培

养
K;6$

细胞分随机
;

组#空白组(模型组及低(中(高

浓度中药组' 空白组为
K;6$

细胞
d O

#

#!

培养基"不

含
)NO

#

!

#

&模型组为
K;6$

细胞
d O

#

#!

培养基
d

#" -AI>P )NO

#

!

#

&中药组为
K;6$

细胞
d O

#

#!

培养

基
d #" -AI>P )NO

#

!

#

d

低浓度$

8!

!

; "AI>P

%(中浓

度$

#!; "AI>P

%(高浓度$

!;" "AI>P

%

L5M

)

<

*

' 继续

培养
<! D

'

6

%检测指标及方法

6

!

#

%

+))

法检测药物对细胞增殖的影响%以

;

(

#"

% 的
K;6$

细胞加入到
$8

孔板"培养
!6 D

' 吸

出培养液"加入含有不同质量浓度 $

%#

!

!;

(

8!

!

;

(

#!;

(

!;"

(

;"" "AI>P

% 的药物"以
O

#

#!

完全培养液

作为正常对照"继续培养
!6

(

6:

(

<! D

' 加入
#" "P

+))

后"放入孵育箱培养
6 D

"再加
#"" "P

三联溶解

液"放入孵育箱孵育过夜'

6$" ->

波长检测吸光度'

正常孔的平均吸光度作为
#""c

"其他孔的吸光度除

以正常孔的平均吸光度"乘以
#""c

"作为每孔的生

存率'

6

!

!

%细胞形态检测%将
8

孔板"倒置显微镜在

#""

倍条件下观察每孔细胞' 每组随机选择
;

个样本

拍照"每个样本随机拍摄
;

个视野"照片用于细胞形态
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#

检测' 采用前期建立的细胞形态定量分析的方法分析

L5M

对
K;6$

细胞形态的影响' 应用
(>,A9 L/2

L3.C 8

!

"

软件"定量检测细胞的圆形度'

6

!

%

%实时荧光定量
L&Q

$

aL&Q

%%采用
)/?e23

一步法提取细胞药物干预
<! D

后的总
Q5K

"鉴定

Q5K

纯度后"反转录制备
FG5K

"以
FG5K

为模板"

在反应体系中加入目的基因$

O-

(

1?>

(

=

#

&,T

%和内参

对照基因$

!

#

,FR?-

%的引物" 设定反应参数"进行目的

基因的扩增"以模板的
&R

值和该模板的起始拷贝数存

在为线性关系' 其中以
O5

(

1?>

(

=

#

&,T

(

!

#

,FR?-

"

>Q5K

全长
L.V+9T

序列为模板"应用
H3?A2 <

!

"

软

件进行设计' 引物序列见表
#

'

6

!

6

%蛋白质印迹法$

*9CR9/- S32R

%%分组收集

用药物干预
K;6$

细胞
<! D

后的细胞"加入适量细胞

裂解液"冰浴
%" >?-

" 高速离心后取上清采用
S&K

法测定蛋白浓度"调整到标准浓度后分别取
#; "P

样

品进行
MGM

#

LKN=

电泳"半干转膜法转至
L1GO

膜'

;c

的脱脂奶粉封闭
# D

"分别加一抗"稀释比例为

!

#

,FR?-

$

#

)

% """

%"

O5

$

#

)

% """

%"

1?>

$

#

)

% """

%"

=

#

&,T

$

#

)

!;"

%"放
6

'冰箱孵育过夜"再用抗兔
(AN

二抗$

#

)

% """

%

%<

'孵育
# D

'

LSM)

缓冲液洗膜

#" >?-

(

%

次"用发光检测仪进行曝光拍照' 以
!

#

,F

#

R?-

为内参"用
7.,-R?30 H-9

系统分析"并对凝胶条带

的信号强度进行
=

#

&,T

(

O5

(

1?>

半定量分析'

6

!

;

%免疫荧光检测%根据
aL&Q

和
*9CR9/-

S32R

结果"选择高浓度的
L5M

进行荧光免疫检测' 将

细胞种植到
8

孔板"将细胞爬片放置孔底"分别加入

)NO

#

!

#

(高浓度
L5M

刺激
<! D

' 取出生长
<! D

的细

胞爬片"移入一个干净的六孔板冷
LSM

浸泡不超过

% >?-

'每个玻片滴加
6c

的多聚甲醛冰上固定

#; >?-

'用微量移液枪小心加一抗"稀释比例为
O5

$

#

)

#""

%"

1?>

$

#

)

#""

%"

=

#

&,T

$

#

)

#""

%"

6

'冰箱过

夜'

LSM

#

)_99-

洗"

%

次(

; >?-

' 避光处"用微量移

液枪加入二抗"稀释比例山羊抗兔绿色$

#

)

#;"

%"红色

$

#

)

#;"

%"覆盖均匀平放室温孵育
# D

' 每孔加
;" "P

二抗"避光处"

LSM

#

)_99-

洗
%

次(

; >?-

"将
8

孔板"

倒置显微镜在
!""

倍条件下观察每孔细胞' 每组随机

选择
;

个样本拍照"每个样本随机拍摄
;

个视野' 应用

(>,A9'

软件"处理细胞图片'

;

%统计学方法%用
MLMM #<

!

"

统计软件进行

数据分析' 计量资料以
@

*

C

表示"多组间比较用

H-9

#

*,0 K5H1K

"方差齐性时多组间两两比较用

PMG

法"方差不齐时多组间两两比较用
G.---9R

+

C )%

法'

L U"

!

";

为差异有统计学意义'

结%%果

#

%

L5M

对
K;6$

细胞增殖的影响 $图
#

% %

%#

!

!;

&

;"" "AI>P L5M

干预
!6

(

6:

(

<! D

"未发现

L5M

对
K;6$

细胞有明显的增殖作用'

图
#

#不同时间和浓度
L5M

对
K;6$

细胞增殖率的影响

!

%各组细胞形态学变化的定量分析$图
!

%%与

空白组比较"模型组细胞形态发生明显变化"即从类似

铺路石样的形态转变成伸长的纺锤样的形态"圆形度降

低$

L U"

!

"#

%' 与模型组比较"中浓度和高浓度组细胞

还能保持原形态"细胞圆形度值明显增高$

L U"

!

";

%'

%

%各组细胞
O5

(

1?>

(

=

#

&,T >Q5K

表达比较

$图
%

%%与空白组比较"模型组
O5 >Q5K

表达升高

$

L U"

!

"#

%"

=

#

&,T >Q5K

表达降低$

L U"

!

";

%' 与

模型组比较"高浓度中药组
O5 >Q5K

表达降低$

L U

"

!

";

%"

=

#

&,T >Q5K

表达升高$

L U"

!

";

%' 各组
1?>

>Q5K

表达比较"差异无统计学意义$

L f"

!

";

%'

6

%各组细胞
O5

(

1?>

(

=

#

&,T

蛋白表达比较$图

6

%%与空白组比较"模型组
O5

和
1?>

蛋白表达升高

$

L U"

!

";

%"

=

#

&,T

蛋白表达降低$

L U"

!

"#

%' 与模

表
#

#引物序列

基因 %%%上游$

;

+$

%

+% %%%下游$

;

+$

%

+% 大小$

VX

%

O5 ))&&&K))K)N&&N))NNKN NKKK)NK&&K&))&&KKKN&&)K $6

1?> NNK&)&)NK))KKNK&NN)) KNKKKNN&K))NKKKN&)N #<%

=

#

&,T NKK&K&K)))N&&&KK))&&K K)K)KN&))NKK&)N&&NKK !$:

!

#

,FR?- K)NK&))KN))N&N))K&K&& NK&))&&)N)KK&KK&N&K)& !<;
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#

! !'###!

型组比较"低(高浓度中药组
O5

蛋白表达降低

$

L U"

!

";

%"低(中浓度中药组
1?>

蛋白表达降低

$

L U"

!

";

%"高浓度中药组
=

#

&,T

蛋白表达升高$

L U

"

!

"#

%'

%%注#

K

$

=

为各组细胞形态&

K

为空白组&

S

为模型组&

&

为

低浓度中药组 &

G

为中浓度中药组 &

=

为高浓度中药组&

O

为各

组细胞圆形度值比较& 箭头所指为纤维细胞&与空白组比较"

!

L U"

!

"#

&与模型组比较"

"

L U"

!

";

图
!

#各组细胞形态及细胞圆形度值比较#$ (

!""

%

;

%各组细胞荧光
O5

(

1?>

(

=

#

&,T

表达比较

$图
;

%%与空白组比较"模型组
O5

(

1?>

表达升高

$

L U"

!

";

"

L U "

!

"#

%"

=

#

&,T

表达降低$

L U "

!

";

%'

与模型组比较"高浓度中药组
O5

(

1?>

表达降低$

L U

"

!

";

"

L U"

!

"#

%"

=

#

&,T

表达升高$

L U"

!

";

%'

讨%%论

=+)

在胚胎发育(器官纤维化(肿瘤转移级联反

应的早期阶段均可见到"其核心的细胞学机制表现为

上皮标志物的表达与细胞间黏附
=+)

现象发生中"

=

#

&,T

是组成上皮细胞间紧密连接的重要成分"也是

上皮成分的关键性标志之一' 通过
)NO

#

!

#

刺激信号

输入后"细胞间的连接及细胞极性发生改变"细胞间紧

密连接的破坏"上皮细胞丧失黏附特性"逐渐从基底膜

上脱落&然后胞质内细胞骨架进行重排"表达新的表型

蛋白如
#

#

M+K

"胞质内肌丝也从上皮型的角蛋白转变

为间质细胞的
1?>

)

:

"

$

*

'

%%注#

K

为
O5 >Q5K

表达&

S

为
1?> >Q5K

表达&

&

为

=

#

&,T >Q5K

表达&与空白组比较"

!

L U "

!

";

"

!!

L U

"

!

"#

&与模型组比较"

"

L U"

!

";

图
%

#各组细胞
O5

(

1?>

(

=

#

&,T >Q5K

表达比较

L5M

有多种药理作用"包括降低机体的耗氧量"

扩张脑血管"抗血栓形成"抗凝等)

#"

*

' 研究表明
L5M

对大鼠的肺纤维化有抑制作用"可能与
M>,T!I%

的

表达抑制有关)

##

*

'

M>,T

家族蛋白是细胞因子受体

的胞内激酶底物"介导
)NO

#

!

#

对基因表达的调控&而

)NO

#

!

#

是强力的肺泡上皮细胞的间质转化刺激因子"

通过
=+)

的诱导促进肺纤维化的形成和发展' 推测

L5M

的抑制纤维化作用可能与抑制
)NO

#

!

#

诱导的

=+)

有关' 为了明确具体的机制"需对
L5M

功能相

关蛋白调控过程进行更深入的探索)

#!

"

#%

*

'

本实验在之前研究
L5M

干预
=+)

发生的基础

上"进一步使用先进技术"如实时荧光定量(蛋白印迹

法(免疫荧光技术"从分子角度来评价
L5M

的疗效'

K;6$

细胞受到
)NO

#

!

#

诱导后"细胞的形态由铺路石

状转化为梭状"可以用圆形度衡量' 前期工作中"增加

了客观选择细胞(描记分离细胞(清除背景干扰等处理

方法' 应用该方法发现
)NO

#

!

#

诱导后"与空白组比较"
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%%注#

K

为各组蛋白
*9CR9/- S32R

结果&

S

为
O5

蛋白表达&

&

为
1?>

蛋白表达&

G

为
=

#

&,T

蛋白表达&与空白组比较"

!

L U"

!

";

"

!!

L U"

!

"#

&与模型组比较"

"

L U"

!

";

"

""

L U"

!

"#

图
6

#各组细胞
O5

(

1?>

(

=

#

&,T

蛋白表达比较

模型组的细胞形态发生了明显的变化"即从类似铺路

石样的形态转变成伸长的纺锤样的形态"圆形度显著

降低' 细胞的圆形度值降低"提示细胞已转化为间质

细胞&

L5M

抑制这种变化"显示对肺泡
=+)

的抑制作

%%注#

K

为各组免疫荧光结果&

S

为
O5

荧光表达&

&

为
1?>

荧

光表达&

G

为
=

#

&,T

荧光表达&与空白组比较"

!

L U"

!

";

"

!!

L U

"

!

"#

&与模型组比较"

"

L U"

!

";

"

""

L U"

!

"#

&箭头所指为荧光表

达区域

图
;

#各组细胞
O5

(

1?>

(

=

#

&,T

表达比较%$ (

!""

%
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用' 肺泡
=+)

的特征之一"是细胞蛋白表达的改变"

主要是上皮细胞特征性蛋白表达减少和间质特征性蛋

白表达的增加' 尽管
L5M

抑制
=+)

"但对每种特征

性蛋白亦有不同的影响'

三七为中医治疗瘀血型肺纤维化的常用药"功效

既能活血又可止血)

#6

*

"

L5M

是三七的主要有效成分"

具有多种药理作用"临床应用的范围深广"其中包括治

疗各种器官纤维化' 本实验围绕肺纤维化的主题"研

究
L5M

是否通过干预
=+)

"而抑制肺纤维化的形成'

=+)

即指上皮细胞在外界因素作用下"失去上皮特

性"获得间质细胞的一种现象)

#;

"

#8

*

' 通过
aL&Q

和

*9CR9/- S32R

法检测
O5

(

1?>

(

=

#

&,T

三种具有纤维

化代表性的标志物"结果发现上皮细胞在
L5M

干预作

用下"

=

#

&,T >Q5K

和蛋白表达增高"

O5 >Q5K

和

蛋白表达降低"

1?>

蛋白表达降低' 提示
L5M

能有

效提高
=

#

&,T

并抑制
O5

和
1?>

的表达"上皮细胞能

保持原来的特征性"从而抑制
=+)

的发生'

综上所述"本研究以肺癌
K;6$

细胞为模型"从形

态学及
=+)

过程中上皮(间质基因及蛋白成分证实了

L5M

能有效抑制
)NO

#

!

#

诱导的
=+)

过程"尤其在高

浓度条件下作用更为明显' 但由于影响
=+)

的信号

通路较多"因此今后研究可通过探讨
L5M

是通过哪个

通路干预
)NO

#

!

#

导致的
=+)

过程来阐释其抗肺纤维

化机制'

利益冲突#无'
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